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摘要 ”该 文采 用 家 乔 Bombyx mori 活体 注射 BrdU 结合 FPG (fluorochrome photolysis Giem- 
sa) 显 带 方法 ， 以 生殖 腺 为 材料 ,成功 显示 出 家 看 有 丝 分 裂 中 期 染色 体 复制 带 。 由 于 处 于 S 
期 的 细胞 有 早 有 了 晚 , 且 同 一 细胞 DNA 各 片段 的 复制 亦 有 先后 , 因此 BrdU A DNA 合成 的 
时 间 也 有 所 不 同 ， 从 而 可 产生 出 早 、 中 、 晚 复制 带 型 。BrdU 掺 入 时 间 早 ， 则 会 在 家 看 部 分 
染色 体 上 出 现 大 面积 浅 染 带 纹 的 早 复制 带 。 每 一 染色 体 丝 有 其 独特 的 带 纹 特 征 , 据 此 可 初步 
将 它 与 其 它 染 色 体 相互 区 分 ; 随 着 BrdU 摊 入 时 间 的 推 后 ， 染 色 体 上 会 出 现 深浅 交替 、 丰 富 
的 带 纹 , 即 中 复制 带 型 ;至 S 期 DNA 合成 晚期 掺 入 BrdU ,最 终 染 色 体 出 现 以 深 染 带 纹 为 主 ， 
浅 染 带 纹 仅 出 现 于 少数 染色 体 的 中 部 、 近 中 部 或 端 部 的 晚 复 制 带 。 


关键 词 家 看， 染色 体 ， 复 制 带 


ZÆ Bombyx mori 染色 体 的 研究 始 于 外 出 1894), 后 经 数 人 研究 证 实 , WEEET 
Wk. 染色 体 数 目 均 为 2N= 二 56。 随 着 制 片 技术 的 改进 , 能 获得 分 散 恨 好 的 中 期 染色 体 ， 并 
可 准确 计数 。 然 而 ， 迄 今 为 止 ， 所 有 对 家 和 尾 有 丝 分 裂 中 期 染色 体 的 研究 结果 均 发 现 :; 家 
春 中 期 染色 体形 态 小 ， 数 目 多 ; 染色体 上 无 初级 弱 痕 ， 具 弥散 性 着 丝 粒 ， 染 色 体 呈 均 一 
的 短 棒状 或 颗粒 状 ; 各 号 染色 体 在 相对 长 度 上 呈 连 续 性 变化 ::” 。 家 答 有 丝 分 裂 染 色 体 的 
特殊 性 ， 使 得 同 源 染 色 体 配对 以 及 各 号 染色 体 间 的 准确 区 分 格外 困难 。 

RAE ERE HBOR.UPG-B.Q-HP.C-H.R-B. Ag-NORs 等 在 70 年 代 中 已 在 绝 
大 多 数 哺 她 动物 中 得 到 广泛 而 深入 的 应 用 ， 然 而 国内 、 外 对 家 蛋 染 色 栖 的 显 带 研究 几 属 
空白 中 ， 这 无 疑 阻 碍 了 家 看 细胞 遗传 学 的 深入 开展 。 

采用 BrdU 活体 注射 法 , 结合 FPG (fluorochrome photolysis Giemsa) 显 带 技术 , B 
次 成 功 地 获得 了 分 化 良好 的 家 便 有 丝 分 裂 中 期 染色 体 复 制 带 ， 并 依据 带 纹 特征 进行 同 源 
染色 体 配 对 。 通 过 对 早 、 中 、 晚 复制 带 型 的 观察 , 初步 描述 了 家 看 染色 体 的 复制 特征 。 家 
至 染色 体 复 制 带 的 研究 不 仅 为 家 看 同 源 染 色 体 配对 及 各 号 染色 体 的 区 分 提供 了 依据 ， 而 
且 对 家 价 基 因 定 位 、 育 种 及 家 价 细 胞 遗传 学 的 深入 开展 具有 重要 的 理论 和 实践 意义 。 同 
时 活体 注射 BrdU 的 方法 与 复制 带 显 示 技 术 也 可 成 为 其 它 昆 虫 染 色 体 显 带 研究 的 借鉴 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 
KE 4 龄 或 5 龄 幼虫 ， 品 种 为 782。734， 由 四 川 省 三 台 县 等 种 场 提 供 。 


1.2 实验 方法 

1.2.1 5- 溴 -2 -RARE (BrdU, Sigma 公司 提供 ) 活体 注射 以 及 秋水 仙 素 处 理 : Hx 
KÆ 4 龄 幼虫 、5 龄 六 日 或 七 日 幼虫 (F, 4 各 50 F0, BUE IE IPTE BrdU 入 血液 中 
(BrdU 剂量 为 0.5 mg/g RIRE), ， 处 理 2 h 后 ， 再 自 腹 足 处 注入 秋水 仙 素 0.1 mL (0.1 
mg/mL) 处 理 12 h, 

1.2.2 ”有丝分裂 中 期 染色 体 的 制备 : 自家 符 腹 部 训 开 , 取出 上 肉 、 雄 生殖 腺 ， 置 于 0.655 
生理 盐水 中 ， 摘 除 生 殖 腺 周围 附着 的 脂肪 组 织 。 然 后 将 生殖 腺 置 于 洁净 的 匀 浆 器 中 ， 加 
入 5 mL 0.4%KCIl, 迅速 轻微 挤 压 至 细胞 分 散 。 低 渗 10~15 min 后 ， 加 入 新 配制 的 固定 
液 ( 甲 醇 : 冰 栈 酸 =1 : 1 (v : v)) 1 mL, 预 固定 5 min 后 , 转 入 离心 管 中 , 1 500 r/min 
离心 10 min, 去 上 清 , 癌 细胞 沉 演 中 加 入 新 配制 的 固定 液 5 mL ,固定 20 min, 1 000 r/min 
离心 10 min, AEW, 保留 细胞 沉淀 。 如 此 将 细胞 反复 固定 、 离 心 3 次 。 最 后 向 细胞 沉 
演 中 加 入 少许 固定 液 ， 混 匀 ， 制 成 细胞 悬 液 ， 滴 于 湿 冷 玻 片 上 。 空 气 干燥 。 

1.2.3 复制 带 的 显示 :将 制备 好 的 染色 体 标 本 ,浸入 0.1%% 的 咱 啶 橙 中 (用 0. 067 mol/L, 
pH 6.8 的 磷酸 盐 缓 冲 液 配 制 )， 处 理 10—15 min。 取 出 标本 ， 用 0.067 mol/L (pH 
6. 8) 的 磷酸 盐 缓 冲 液 洗 涤 3 次 , ETE. 再 将 玻 片 置 于 45C~50C 水 浴 锅 中 的 铝 饭盒 内 ， 
细胞 面 朝 上 ， 加 入 2XSSC ( 含 0.3 mol/L NaCl, 0.03 mol/L 柠檬 酸 钠 )， 使 2xXSSC 淹 
没 玻 片 。 立 即 用 30W 紫外 灯 照 射 。 照 射 距离 为 5 一 10 cm， 照 射 时 间 为 30—40 min。 照射 
完毕 后 ， 取 出 玻 片 , 用 双 蒸 水 洗涤 玻 片 ， 梳 干 。 用 20%Giemsa 染色 15—20 min， 流 水 冲 
Uc. BERT. WE. HER. 

1.2.4 普通 染色 : 用 20% Giemsa 染色 15—20 min, MiK., MT. Wm. 


2 结果 与 分 析 


2.1 家蚕 染 色 体 复制 阶段 的 划分 

BrdU 复制 带 是 建立 在 胸腺 喀 啶 核 苷 类 似 物 BrdU 在 DNA 复制 过 程 中 的 掺 入 和 Br- 
dU 掺 入 后 的 DNA 片段 同 无 BrdU BAH DNA 片段 对 显 色 剂 处 理 具 不 同 的 显 色 效应 的 
基础 上 的 。 本 次 实验 所 采用 的 FPG 显 带 技术 处 理 染 色 体 后 ，BrdU 替代 的 染色 体 片段 被 
染 成 淡 兰 色 , 而 未 被 BrdU 替代 的 染色 体 片段 则 染 成 深 红色 。 在 家 等 染色 体 上 得 到 的 这 种 
深浅 交替 带 纹 即 为 复制 带 。 

S 期 DNA 的 复制 是 一 个 较 长 动态 的 过 程 ， 且 DNA 上 各 片段 的 复制 亦 有 先后 之 分 。 
BrdU 在 S 期 返 入 时 间 的 早晚 ,将 决定 BrdU 所 替代 的 片段 以 及 所 替代 的 片段 大 小 。 掺 入 
BrdU 的 染色 体 经 FPG 显 带 技术 处 理 后 ,可 产生 出 与 BrdU 掺 入 时 间 相 应 的 复制 带 型 , 真 
实 反映 出 家 蚕 染 色 体 上 各 片段 复制 先后 顺序 。 

虽然 本 次 实验 是 在 同一 时 间 向 蚕 体内 注入 高 浓度 的 BrdU， 但 由 于 乔 体 中 具有 丝 分 
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z08E 7165 A8 3f AE I 2E E A. DET BrdU 掺 入 S 期 细胞 DNA 复制 过 程 的 时 间 亦 不 尽 相 
同 。 根据 BrdU 4 A. S 期 DNA 合成 过 程 的 时 间 , 可 将 其 大 致 分 为 复制 早期 、 复 制 中 期 和 
复制 晚期 三 个 阶段 。 因而 最 终 在 家 蛋 染 色 体 上 显现 出 的 带 纹 也 可 分 相应 划分 为 早 、 中、 晚 
三 种 复制 带 带 型 。 
2.1.1 早 复 制 带 : 是 指 细胞 在 有 BrdU 摊 入 前 已 完成 部 分 DNA 复制 ， 其 余 尚未 复制 的 
大 部 分 DNA 则 是 在 BrdU 掺 入 细胞 后 继续 完成 复制 的 。 该 时 期 因 有 BrdU 大 量 掺 入 
DNA 双 链 , 因而 经 显 带 技术 处 理 后 , 最 终 在 部 分 染色 体 上 表现 出 大 面积 浅 染 , RBA Br- 
dU 的 染色 体 片段 已 较 早 完成 DNA 复制 ， 表 现 为 深 染 带 纹 。 这 种 带 型 即 为 早 复制 带 。 
2.1.2. 中 复制 带 : 是 指 S 期 DNA 复制 过 半 时 , BrdU 才 取 代 胸 腺 喀 喧 (dT), 48A DNA 
合成 过 程 。 最 终 在 染色 体 上 出 现 深浅 带 纹 交替 分 布 、 各 占 一 半 的 复制 带 带 型 。 
2. 1. 3 ” 晚 复制 带 :细胞 已 完成 大 部 分 DNA. 复制 , 仅 余 少 部 分 DNA 仍 未 复制 .此刻 BrdU 
的 掺 入 ,将 最 终 在 染色 体 上 出 现 少数 狭窄 浅 染 区 ,未 掺 入 BrdU 的 染色 体 片段 表现 为 深 染 
区 ， 该 种 带 型 即 为 晚 复制 带 ; 

当然 , 将 BrdU BA S 期 时 间 人 为 划分 为 早 、 中 、 晚 三 个 阶段 ,以 及 染色 体 带 型 划分 
为 旱 、 中 、 晚 三 种 类 型 ， 仅 说 明 中 期 染色 体 有 BrdU 摊 入 的 部 分 GAK) 是 S 期 尚未 复 
制 的 DNA 部 分 , 未 被 BrdU 氛 入 的 染色 体 部 分 〔 深 染 区 ) 恰 是 S 期 已 完成 DNA 复制 的 
部 分 ， 具 相对 动态 含义 。 


2.2 家 午 染 色 体 早 、 中 、 晚 复制 带 的 主要 带 纹 特征 

2.2.1 从 图 中 可 以 看 出 ， 虽 然 在 复制 早期 阶段 BrdU 摊 入 染色 体 DNA 中 ， 最 后 染色 体 
上 出 现 的 总 体 特 征 是 多 数 染 色 体 上 出 现 了 大 面积 的 浅 染 区 域 ,但 就 每 一 号 染色 体 而 言 ,都 
有 其 独特 的 带 纹 特征 。 且 每 一 染色 体 的 复制 不 完全 同步 ， 复 制程 度 也 出 现 明 显 差异 。 如 
No. 3, No. 4, No. 7, No. 12. No. 14, No. 15, No. 26 染色 体 在 此 阶段 表现 为 大 
面积 浅 染 ， 而 仅 在 染色 体 的 一 端 、 两 端 、 中 部 或 近 中 部 出 现 狭 窄 深 染 带 纹 ( 即 最 早 复制 
的 DNA 片段 )。 这 表明 这 些 染 色 体 大 部 分 DNA 的 复制 较 晚 进行 。 而 在 另外 一 些 染 色 体 ， 
如 No.5、No. 18, No. 21 染色 体 在 此 阶段 则 表现 为 近乎 完全 深 染 , 仅 有 极 少 部 分 区 域 
表现 为 浅 染 ,这 可 能 意味 着 该 染色 体 已 较 其 它 染 色 体 早 完成 了 DNA 大 部 分 的 复制 , 而 仅 
有 该 染色 体 少 部 分 DNA 片段 是 在 BrdU 摊 入 细胞 后 才 完 成 整个 染色 体 DNA 的 复制 。 其 
余 染 色 体 则 多 表现 为 深浅 交替 的 不 同 的 带 纹 特征 。 根 据 家 看 各 号 染色 体 在 早 复 制 阶段 复 
制 不 同步 所 表现 出 的 不 同 带 纹 特征 ， 可 以 将 各 号 染色 体 初步 区 分 (图 版 I )。 

2.2.2 复制 中 期 阶段 摊 入 BrdU ， 多 数 染色 体 表现 为 深浅 交替 、 深 浅 带 纹 面积 各 占 一 半 
的 丰富 带 纹 ( 原 有 大 面积 浅 染 带 纹 由 于 BrdU 在 复制 中 期 时 掺 入 而 被 进一步 细 分 为 深浅 
分 布 的 带 纹 ) 。 但 随 着 复制 的 进行 , BrdU 掺 入 时 间 的 推 后 , 染色 体 上 的 带 纹 逐 渐 减少 , 深 
染 区 域 进一步 扩大 ， 而 浅 染 区 域 则 进一步 缩小 图 版 I : a、b)。 

2.2.3 晚 复 制 带 的 特征 : 由 于 BrdU A S 期 时 间 很 晚 ， 所 以 染色 体 上 显 出 的 带 纹 逐 渐 
减少 ， 浅 染 带 纹 更 加 狭窄 。 且 晚 复制 区 域 ( 即 浅 染 带 纹 〉 一 部 分 集中 于 一 些 染 色 体 的 一 
端 或 两 端 , 也 有 部 分 集中 于 一 些 染色 体 的 中 部 或 近 中 部 。 至 S 期 最 晚 时 期 摊 入 BrdU, M 
大 部 分 染色 体 均 已 完成 复制 ， 仅 在 极 个 别 染 色 体 上 出 现 狭 窗 浅 染 区 域 ， 为 家 短 染 色 体 上 
最 晚 复制 的 部 分 〈 图 版 1 c. d) 
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目前 ， 令 人 遗憾 的 是 ， 尚 不 能 确认 性 染色 体 。 


2.3 BrdU 对 染色 体 的 影响 

BrdU 掺 入 中 期 染色 体 后 ， 未 经 显 带 技术 处 理 ， 经 Giemsa 染色 后 ， 也 能 在 一 些 染 色 
体 上 出 现 微弱 带 纹 分 化 , 尤其 在 早 中 期 染色 体 上 表现 较为 明显 。 但 这 种 带 纹 分 化 程度 低 ， 
规律 性 不 强 ， 利 用 它 进行 染色 体 配对 有 极 大 困难 。 
3 讨论 
3.1 家 重 染 色 体 多 重 显 带 的 困难 

家 剧 染色 体 较 大 多 哺乳 动物 染色 体 小 得 多 ,获得 的 晚 前 期 或 早 中 期 染色 体 过 于 纤细 ， 
因而 经 胰 酶 处 理 后 ， 显 出 带 纹 细弱 ， 不 易 获 得 可 供 带 型 分 析 的 照片 。 随 着 染色 体 少 缩 程 
度 的 增加 ， 染 色 体 亦 愈 来 愈 短 ， 带 间距 愈 来 愈 小 ， 进 而 消失 ， 显 不 出 任何 带 纹 。 除 上 述 
原因 外 ， 家 人 乔 染 色 体 碱 基 组 成 及 其 分 布 也 可 能 是 多 重 显 带 不 易 显示 的 因素 之 一 。 我 们 曾 
采用 Q- St. CMA;/DA/DAPI 三 重 荧光 染色 ，T- 显 带 等 多 种 显 带 技术 处 理 家 天 染色 
pk, 但 很 难 在 其 上 显现 带 纹 或 明暗 反差 低 , 或 仅 在 染色 体 的 并 部 或 中 部 出 现 一 些 分 化 。 
而 这 些 显 带 技术 很 明显 与 染色 体 上 AT 或 GC 碱 基 的 性 质 和 分 布 有 关 。 这 可 能 表明 家 和 看 
染色 体 上 碱 基 分 布 的 区 域 性 差异 不 及 多 数 哺乳 类 显著 。 

另外 , 家 看 染色 体 为 弥散 性 着 丝 粒 染色 体 (holocentric chromosome), 不 像 单 一 着 丝 
粒 (monocentromere) 染色 体 那 样 ， 有 了 明显 的 初级 缴 痕 ， 因 而 家 看 染色 体 在 分 裂 中 期 形 
态 多 表现 为 短 棒状 或 颗粒 状 。 这 对 家 看 染色 体 配 对 及 区 分 造成 很 大 盲目 性 ， 也 给 显 带 后 
染色 体 的 特征 分 析 带 来 极 大 困难 。 

针对 上 述 原因 ， 建 立 适合 于 家 春 染 色 体 多 重 显 带 的 技术 关键 是 : 既 要 采取 措施 抑制 
染色 体 的 过 度 浓 缩 , 控制 染色 体 具 适当 的 长 度 。 回 时 还 必须 设法 扩大 染色 体 的 纵 阿 分 化 ， 
找 出 适当 的 显 带 方法 ， 增 加 带 纹 间 的 明暗 差异 。 


3.2 复制 带 显示 方法 是 家 乍 染色 体 显 带 研究 的 有 效 手段 

抑制 染色 体 过 度 浓缩 , 除 降低 秋水 仙 素 的 剂量 等 常规 方法 外 , 有 多 种 DNA 特异 性 结 
合 物 用 来 处 理 活 细 舶 ,是 获得 较 长 染色 体 的 有 效 方法 。 这 类 物质 有 BrdU'”“, AMD", 远 
ÆA A (distamycin, DA), MRE (acridine orange, AO) 等 。 

本 次 实验 所 采 几 的 BrdU —7r iil F A AL EE 281248 A. DNA 链 , 可 视 为 研究 DNA 复 
制 动 态 的 标记 物 , 另 一 方面 , 它 自身 也 可 阻 晕 染色体 某 些 区 域 聚 缩 , BA BrdU 的 区 域 较 
RPA BrdU 的 区 域 伸 展 得 多 ”。 

有 BrdU 摊 入 的 染色 体 ， 经 AO 染色 ， 紫 外 光照 射 处 理 后 ， 可 增强 深 染 珊 (dT 结合 
区 ) 与 浅 染 带 纹 (BrdU 结合 区 ) 之 间 的 差异 对 比 度 , 显示 极为 清晰 的 分 带 效 果 。 看 来 采用 
BrdU 活体 注射 结合 FPG 显 带 技 术 显示 复制 带 不 失 为 研究 家 和 蛋 细 胞 遗传 学 的 有 效 手 段 。 


致谢 实验 中 得 到 本 系 魏 海燕 同志 以 及 三 台 县 重 种 场 李 并 森 、 祝 局 强 同志 的 大 力 支 持 , 特 
此 致谢 。 
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PRIMARY STUDIES ON REPLICATION BANDING 
PATTERNS OF SILKWORM (BOMBYX MORI) 
CHROMOSOMES 


Wang Yajun Wang Xizhong Li Juan Wang Zishu 
(Department of Biology, Sichuan University, Chengdu 610064) 


Yang Biao 
(Silkworm Egg-breeding Company of Sichuan Province, Chengdu 610041) 


Abstract The mitotic chromosomes of silkworm Bombyx mori are prepared from go- 
nads of fourth or fifth instar larvae 14 h after BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) solution 
has been injected into the silkworm hemolymph. With the fluorochrome (FPG) banding 
technique, the replication banding patterns of silkworm mitotic chromosomes during the 
early, mid and late replications are successfully demonstrated. When BrdU incorporates 
into DNA synthesis early, the early replication banding pattern, showing large light- 
stained area on most chromosomes , can be observed. According to the characteristics of 
replication bands in each chromosome, homologous chromosomes can be identified; 
When BrdU incorporates into DNA synthesis at mid-way, the mid replication banding 


pattern, which displays more bands, can be observed; When BrdU incorporates into 
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DNA replication very late，only a few light-stained bands can be found near the terminal 
or middle area of some chromosomes. This kind of pattern is classified as late replication 


bading pattern. 


Key words silkworm, chromosome, replication banding pattern 
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图 版 I 
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A. REOR LAUR BUR s 
B. 家 性 染色 体 早 复制 带 核 型 (由 A 剪贴 而 成 ) 
图 AM I 


KEREP, NEM mpm 
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. BrdU ££ ARE BS rp d Ac. 〈 箭 头 示 浅 染 带 纹 ); 
，、 晚 复制 带 纹 . (箭头 示 晚 复制 的 浅 染 区 ); 
d. 分 裂 后 期 中 出 现 的 部 分 浅 染 带 (箭头 示 浅 染 带 ) 
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